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inactivated and comprise proteins whicti contain 
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processed to provide >= 40 % of the SH groups in 
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(54) Praparation umfassend Thiolgruppen-haltige Proteine 



(57) Besclirieben wird eine stabile, virussiciiera 
pharmazeutische Praparation umfassend Tliiolgrup- 
pen-haltige Proteine, welche hitzebehandelt und pro- 



zessiert sind, sodalJ mindestens 40% der Tliiolgruppen 
nitrosierbar sind, ein Verfaliren zur Herstellung derarti- 
ger Praparationen sowie deren Verwendung. 
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Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft S-Nitroso-Proteinpraparationen. 

NO ist ein gasformiges Molekul, welches in vielen Saugetierzellen gebildet wird und in einer ganzen ReiPie von 
5 pliysiologischen und pathologisclnen Prozessen involviert ist. SoistdieEndothel-abhangige Relaxation von vaskularer 
glatter Musl<ulatur auf NO zurucl<zufuhren. 

Der genaue Mechanismus der Wirkung von NO ist noch weitgehend unbelcannt. Es wird vermutet, daf3 plnysiolo- 
gische Carrler-Substanzen eine wichtlge Rolle splelen. 

Als mogliche derartige Carrier-Substanzen werden u.a. S-nitrosierte Proteine vermutet (Stamler et al., PNAS 89 
10 (1992), 444-448). Es wurden daher mehrere Thiolgruppen enthaltende Proteine verschiedenster Natur und Funktlon 
nitrosiert, wis z.B. Serumalbumin, t-PA und Katliepsin B (Stamler et al., Hallstrom et al. (in: Shock, Sepsis, and Organ 
Failure - Nitric oxide, Fourth Wiggers Bernard Conference (1994), Seiten 310-321). 

Dabei wurden fur bovines Serumalbumin (BSA) Nitrosierungsgrade von 85% (Stamler et al.,) bzw. 90 bis 95% fur 
humanes Albumin (Hallstrom et al.) berichtet. Es zeigte sich jedoch, daB mit der in diesen Arbeiten angewendeten 
15 Methodologie zur Bestlmmung der S-Nltrosobindung nicht nur die S-Nltrosierungen, sondern auch andere Nitrosie- 
rungen, wie z.B. N-Nitrosierungen an Tryptophan-Resten oder C-Nltrosierungen (an Tyrosin), detektiert werden kon- 
nen. 

Insbesondere stellte sich die spektroskopische Messung bel 335 nm und ein molarer Extlnktionskoefflzlent von 
3869 Mol'^cm''' als nicht-spezlflsch fur die S-Nltrosothiolblndung heraus. U.a. konnte dieselbe Gruppe In einer Nach- 

20 folgearbeit zu Stamler et al. mIt zuverlasslgen Detektlonsmethoden belegen, daB bei den hergestellten nitrosierten 
BSA-Praparaten die freien SH-Gruppen an Cystein 34 nur zu hochstens 37% nitrosiert waren (Zhang et al.. Journal 
of Biological Chemistry 271 (24), 1996, 14271-14279). 

Dieser Wert deckt sich auch mit der bekannten Tatsache, daB in Praparationen von Proteinen mit potentlell freien 
Thiolgruppen nur 20 bis 35% auch tatsachlich in der freien, reduzierten SH-Form vorliegen. Die iibrigen 65 bis 80% 

2£ sind - insbesondere bei Proteinpraparationen, welche aus Blut abgeleitet sind, oder welche im Rahmen ihres Herstel- 
lungsverfahrens mit Plasma oder Plasmaderivaten kontaktiert werden - blockiert, meist durch gemischte S-S-Bindun- 
gen mit klelnen, Thiol-tragenden Verblndungen, belsplelsweise freiem L-Cystein bzw. Glutathion (KatachalskI et al., 
J. Am. Chem. See. 79 (1957), 4096-4099, DeMaster et al., Biochemistry 34 (1 995) 11494-11499). 

Betreffend der Schwefel-haltigen Gruppierungen in den entsprechenden Proteinen ist grundsatzlich zu unterschei- 

30 den zwischen solchen, die In test gebundener bzw. assoziierter Form, belsplelsweise als intramolekular abgesattigte 
Disulfld-Blndungen vorliegen und die fur die Konformatlon der Proteine entscheldend sind, und jenen, die die potentlell 
f reie(n) Thiolgruppe(n) darstellen. Letztere sind fur das jeweilige Protein eine bekannte GroBe. Humanes Serumalbu- 
min beispielsweise weist im nativen Zustand eine einzige potentlell freie Thiolgruppe pro Molekul auf, namlich das 
Cystein in Position 34. Diese potentlell freien Thiolgruppen neigen jedoch zur Bildung von inter-molekularen Disulfiden, 

35 weshalb sle auch als gemischte Disulfide bezeichnet werden. In Plasma liegen bis zu 80% dioscr Thiolgruppen als 
gemischte Disulfide vor und sind also nicht unmittelbar als freie Thiolgruppen verfiigbar 

Mit Versuchen, bei welchen eine Praparation von menschlichem Serumalbumin, worin nur 20% des Cystein-34 in 
der reduzierten und somit freien Form vorlag, vor der Nitrosierung mit Dithiothreitol (DTT) behandelt wurde, urn so die 
gemischten Disulfide der potentiell freien SH-Gruppezu reduzieren, konnten abhangig von Nitrosierungsagentien und 

40 Reaktionsbedingungen unterschiedllche Nitrosierungsgrade erzlelt werden (DeMaster et al.). 

Ein Problem der Reduktion von potentiell freien Thiolgruppen zu freien reaktiven Thiolgruppen besteht, wenn 
zusatzlich auch die konformationsbestimmenden Disulfld-Blndungen aufgebrochen werden und dadurch die Nativitat 
der Proteine verloren geht. Ein weiteres Problem entsteht bei Proteinen bzw. Proteinlosungen, die zuvor einer Be- 
handlung zur Inaktivierung ggfs. vorhandener Pathogene, z.B. einer HItzebehandlung, unterworfen worden sind. Dann 

45 namlich wird i.a. eine Tendenz zur vermehrten Aggregatbildung beobachtet. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, eine nitrosierbare bzw. eine nitrosierte Proteinpraparation sowie ein 
Verfahren zu deren Herstellung zur Verfugung zu stellen, deren Thiolgruppen in einem hoheren AusmafB nitrosierbar 
sind bzw. die einen gegenuber den beschriebenen Praparationen erhohten S-Nitroslerungsgrad aufwelst, denn je hoher 
der Nitrosierungsgrad der Proteinpraparation Ist, desto hoher ist die NO-gekoppelte Wirkung, z.B. bei pharmazeuti- 

50 scher Verabrelchung einer der artigen Proteinpraparation. Insbesondere soil eine stabile, virussichere pharmazeutl- 
sche Praparation mit einem hohen S-Nitrosierungsgrad zur Verfugung gestellt werden. 

Die gestellte Aufgabe wird erflndungsgemaB durch eine Praparation, umfassend Thiolgruppen-haltige Proteine, 
welche hitzebehandelt sind, gelost, und die sich dadurch auszeichnen, daB sie prozessiert sind. Damit sind mindestens 
40% der Thiolgruppen nitrosierbar 

ss Uberraschenderwelse wurde namlich gefunden, daB diese virusinaktivierten Thiolgruppen-haltigen Proteinzusam- 

mensetzungen trotz HItzebehandlung noch derart prozessiert werden konnen, daB die potentlell freien Thiolgruppen 
fur weitere Reaktionen auch tatsachlich als reaktive Gruppen zur Verfugung stehen. Dadurch ist es mdglich, auch bei 
solchen virusinaktivierten Proteinzusammensetzungen einen hohen Grad der Nitrosierung dieser Proteine zu ermog- 
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lichen, ohne die Nativitat dieser Proteine nachteilig zu beeintrachtigen. 

Prinzipiell l^ann die erfindungsgema(3e pharmazeutische Praparation jegliche Proteine mit einer "freien" Tlniolgrup- 
peentiialten, bevorzugtsind aberfLirdieZweci<edervorliegenden ErfindungtherapeutiscPi einsetzbare Proteine, wobei 
piiysioiogische bzw. aus Blut abgeleitete humane Proteine, wie Albumin, Orosomucoid, Plasminogen-Alctivator (z.B. 
t-PA), Fibrinogen, Lys-Plasminogen Oder Hamoglobin Oder auch Mischungen derartiger erfindungsgemalB nitrosierba- 
rer bzw. nitrosierter Proteine, als besonders bevorzugt anzusehen sind. Gema3 der vorliegenden Erfindung werden 
hochmoleltulare Proteine im Vergleich zu niedermolekularen Proteinen wie z.B. Glutathion bevorzugt eingesetzt. Die 
gemaB der vorliegenden Erfindung verwendeten Proteine sInd Insbesondere solche, die vasodllatorlsche und/oder 
anti-aggregatorlsche Eigenschaften auf zellulare Bestandtelle des Blutes aufweisen. Ebenso erflndungsgemaB ein- 
gesetzt werden solche Proteine, die bei Schockzustanden eine entscheidende Rolle splelen (sogenannte Akutpha- 
senproteine). In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform werden Proteine eingesetzt, die sich fur den Blutersatz 
eignen. 

Mit dem erfindungsgemalien Verfahren kann der Grad der Nitrosierung der prozessierten Thiolgruppe(n) ohne 
Probleme variiert werden, sogar bis zu Werten, welche einer vollstandigen Nitrosierung entsprechen. Da das erfin- 
dungsgemaBe Herslellungsverfahren jedocl-i umso zeitaufwendiger wird, je hoherder Nitrosierungsgrad sein soil, wird 
meist zwischen Nitrosierungsgrad und Aufwand des Herstellungsverfahrens abgewogen werden mtissen, soda3 be- 
vorzugte Praparationen zu mindestens 60%, vorzugsweise zu 60 bis 95%, insbesondere zu 70 bis 80%, nitrosiert sind. 
Diese Werte lassen sIch mit dam erflndungsgemaUen Verfahren ohne groBeren Aufwand erzielen. 

Die erflndungsgemaSen Praparationen konnen mit dem zur Verfugung gestellten Verfahren derart spezifisch S- 
nitrosiert werden, daB Produkte mit einem sehr niedrigen N,0,C-Nltrosierungsgrad der Proteine zur Verfiigung gestellt 
werden konnen. Belsplelswelse stehen N-Nltrosoverblndungen Im Verdacht, krebserregend zu sein, und welsen auch 
eine andere Abgabekinetik der NO-Gruppe als S-Nitrosoverblndungen auf (siehe Zhang et al.), weshalb in einer be- 
vorzugten Ausfuhrungsform der erflndungsgemaBen Prapararation ein N,0,G-Nitrosierungsgrad der Proteine In der 
Praparation von unter 30, vorzugsweise unter20%, insbesondere unter 10%, vorgesehen wird. 

Obgleich es moglich ist, auch rohe Fraktionen, wie Plasma oder fruhe Plasmafraktionen bzw Kulturflussigkeiten 
der erflndungsgemaBen Prozessierung bzw. Nitrosierung zu unterwerfen, werden die Proteine bevorzugterweise in 
gereinlgter Form zur Verfugung gestellt. Der Relnheltsgrad sollte vorzugsweise geeignet sein, daB die Proteine phar- 
mazeutisch verabrelcht werden konnen. Daher wird die erflndungsgemaBe Praparation auf Basis eines gerelnlgten 
Proteins hergestellt mit eInem Reinheitsgrad von zumindest 80%, Insbesondere von zumindest 90% Gew./Gew.%, 
bezogen auf Protein. Hohere Werte sind naturllch ebenfalls bevorzugt. Dieses gereinigte Protein kann naturllch mit 
weiteren Proteinen zu einer pharmazeutlschen Praparation formullert werden. Die erflndungsgemaBe pharmazeuti- 
sche Praparation kann also sine MIschung verschledener nitrosierter Proteine sein, sie kann aber auch eine MIschung 
aus einem nitroslerten und einem nicht-nltroslerten Protein darstellen. Bevorzugterweise enthaltdie pharmazeutische 
Praparation humanes S-Nltrosoalbumin und Hamoglobin. Die erflndungsgemaBe Praparation wird vorzugsweise in 
einer hoheren Relnhelt zur Verfugung gestellt, als die nicht prozesslerte bzw. nicht-nltroslerte Praparation. So wird 
belsplelswelse humanes Serumalbumin oft In einer Relnhelt von mindestens 80% an Gesamtprotein als pharmazeu- 
tische Praparation verabrelcht. EIn analoger oder hoherer Grad der Relnhelt ist daher auch fur das S-nitrosierte Produkt 
bevorzugt. Daher wird der Nitrosierung noch ein zusatzlicher Relnlgungsschritt nachgeschaltet. 

Die erflndungsgemaBe pharmazeutische Praparation ist vorzugsweise In einer pharmazeutisch akzeptablen Puf- 
ferlosung formullert, gegebenenfalls mit pharmazeutisch akzeptablen Stablllsatoren. Belsplelswelse wird als Stabili- 
sator Natriumcaprylat und/oder Natriumacecyltryptophanat venwendet. In der Regel wird man dabel auf die Formulle- 
rungen, wie slefurdas nicht-nltrosierte Produkt angewendet werden, zuruckgrelfen konnen. Die Praparationen konnen 
auch als Spray oder In einer fur die toplsche Anwendung geelgneten Form zur Verfugung gestellt werden. Insbesondere 
wird die Praparation in einer fur die intravenose Verabrelchung geelgneten Form zur Verfugung gestellt. Eine i.v.- 
vertragliche Praparation zeichnet sich insbesondere durch einen niedrigen Aggregatgehalt aus bzw, ist sie frei von 
Aggregaten. Es ist jedoch durchaus moglich, daB man fur den spezifischen Einsatz der S-nitrosierten Proteine auch 
bei der pharmazeutlschen Formulierung Vorkehrungen trifft und auch solche Substanzen zusetzt, von denen bekannt 
ist, daB sie die Wirkungsweise der S-nitrosierten Proteine unterstutzen, 

Selbstverstandlich mtissen auch fur die Lagerung der erflndungsgemaBen Praparation oft Vorkehrungen getroffen 
werden, so daB diese Praparationen uber einen langeren Zeitraum stabil blelben. Die erflndungsgemaBe Praparation 
llegt daher zu Lagerzwecken vorzugsweise in gefrorener oder lyophlllslerter Form vor, in welcher sie eine ausrelchend 
lange Haltbarkelt aufwelst. 

Es hat sich gezelgt, daB belsplelswelse fur die aus Plasma abgelelteten Proteine, insbesondere fur Albumin oder 
Hamoglobin, die Stabilitat in Losung bei einem pH-Wert zwischen ungefahr 6 und 7 in einem geelgneten Puffersystem 
(z.B. Ringerlosung) am groBten ist. 

Die pharmazeutische Praparation auf Basis eines Proteins mil nitroslerten Thiolgruppen gemaB der vorliegenden 
Erfindung ist sogar nach einer Lagerung von mehreren Tagen stabil. Die Stabilitat entsprechend einer in wVo-Halb- 
wertszelt konnte auch belsplelswelse fur humanes Albumin bewlesen werden, welches eine Halbwertszelt von wenig- 
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stens 20 Minuten, vorzugsweise 30 Minuten, insbesondere mindestens 40 Minuten bis zu 2 Stunden aufweist. 

GemaR einem weiteren Aspekt betrifft die vorliegende Erfindung ein Verfahiren zur Hersteiiung einer erfindungs- 
gemaBen Praparation, welches durch die folgenden Schritte gel<ennzeiclinet ist: 

5 - Hitzebehandein einer Zusammensetzung umfassend Tiiiolgruppen-haltige Proteine, 

Bereitstellen und Prozessieren der Proteine, sodaB mindestens 40% der Tliiolgrupppen nitrosierbarsind, und 
ggfs. Nitrosieren der Tliiolgruppen der prozessierten Proteine in der Zusammensetzung. 

Das erfindungsgemaBe Verfaliren untersclieidet sich in entscheidender Weise von den Verfalnren gemaB dem 
10 Stand der Technil<(z.B. Stamleretal.)dadurch, daB ein spezifischerProzessierungsschritt fur die Proteine vorgesehen 

wird, be! weiciiem die "freien" Tliiolgruppen de-bioclciert werden und somit nitrosierbar sind. 

Der Prozessierungsschritt muG jedocli unter Bedingungen vorgenommen werden, be! denen die l<onformations- 

stabiiisierenden Disuifidbrucl<en moglichst erinalten bleiben, da ansonsten aucli disss u.a. zu Thioigruppen aufgespal- 

ten werden i<6nnen undbeidernachfolgenden Reaktion dann ebenfalls nitrosiert werden l<6nnen. Die raumiiche Strui<- 
1S turder Proteine sowie das IVIolel^ulargewiclit werden dadurch mehroder weniger slarkbeeintraclntigt. Die resultierende 

Heterogenitat ist selbstverstandlicli fur Proteine^ welclne pliarmazeutiscli eingesetzt werden konnen, mogliclistzuver- 

melden, Bel diagnostisclien Oder anderwertig einzusetzenden Protsinen kann jsdoch sine (geringe) Beeintraclitigung 

der raumlichen Struktur der Proteine in Kauf genommen werden. 

Unter Prozessierung ist erIindungsgemaB entweder die gezielte Auswalil eines Proteins, bei dem mindestens 40% 
20 der Tiiiolgruppen nitrosierbarsind, zu verstelien oder die DurchfOfirung geeigneter ProzessierungsmaBnahmen, sodaB 

dann mindestens 40% der Tliiolgruppen nitrosierbarsind. 

Insbesondere bei Ausgangsmaterlalien, die bereits einem Verlalnren zur Inaktivierung ggfs. vorliandensr Viren, 

insbesondere einer HItzebeliandlung, unterworfen worden sind. kann dieser Prozessierungsscliritt selnr kritisch sein. 

Die Prozessierung darf namlicin nur in dem AusmaB erfolgen, in dem die potentiell freien Thioigruppen frei zuganglich 
2S gemacht werden, wahrend die konformationsbestimmenden Disulfid-Brijcken liingegen unverandert bleiben sollen, 
Solche MaBnahmen konnen verschiedenste Verfahren umfassen, wie beispielsweise Inkubation in waBriger L6- 

sung bei kontrollierten Bedingungen, Inkubation mit organischen Substanzen wie z.B. |3-Propiolacton, Inkubation in 

schwach saurem Medium, Enzymbehandlungen oder verschiedene Trennverfahren zur Abtrennung von Proteinen mit 

geringer Nitrosierbarkelt bzw. mit geringem Nitrosierungsgrad. Damit werden also solche Proteine, bei denen die Thi- 
30 olgruppen zu mindestens 40% nitrosierbar sind, von ungeeigneten Proteinen, die dieses Kriterium nicht erfullen, se- 

pariert. Das AusmaB der Nitrosierbarkeit kann beispielsweise uber die Bestimmung der freien Thioigruppen ermittelt 

werden. 

Vorzugsweise wird der erfindungsgemaBe Prozessierungsschritt durch eine reduktive Behandlung vorgenommen, 
wobei diese mit bekannten Reduktionsmittein, wie beispielsweise Monothiolgruppen-haltigen Verbindungen, vorzugs- 

55 weise p-Mercaptoethanol, vorgenommen werden kann. Das Rcduktionsmittcl wird im allgomeinen nach dem Gesichts- 
punkt ausgewahit, daB eine Reaktion mit dem entsprechenden Protein unler schonenden, nicht denaturierenden Be- 
dingungen durchgefiihrt werden kann. Das Reduktionsmittel ist bevorzugterweise ein solches mit geringer Toxizitat, 
insbesondere wird ein Mittel ausgewafiit, welclies nacli Beenden der Reaktion mit einfaclien Methoden abtrennbar ist. 
Deshalb wird ein Agens wie beispielsweise Ditliiothreitol (DTT) in einer bevorzugten Ausf uhrungsform nicht eingesetzt. 

40 Die Abtrennung der Reaktionsmittel bzw. der Reaktionsprodukte erfolgt vor oder nach der Nitroslerungsreaktion 
und vorzugsweise in einem quantitativen AusmaB bzw. bis zu einem Wert unter der Nachweisgrenze. Die entspre- 
chenden fur die Prozessierung verwendeten Mittel konnen ggfs. auch an einem festen Tragermaterial immobilisiert 
sein, sodaB sie nach Ablaut der gewunschten Reaktion besonders einfach entfernt werden konnen. 

Die erfindungsgemaBe Preparation zeichnetsich in einerweiteren bevorzugten Ausfuhrungsform auch durch einen 

45 niedrigen Aggregatgehalt aus, Insbesondere liegt der Anteil an Aggregaten in der pharmazeutischen Praparation unter 
20%, bevorzugterweise unter 10%, am meisten bevorzugt unter 5%. 

Um beim Prozessierungsschritt insbesondere unter Verwendung eines reduzierenden Mittels spezifisch die po- 
tentiell freien Thioigruppen de-blockierenzu konnen, wird dieser Schritt vorzugsweise bei einerTemperaturunter20°C, 
mehr bevorzugt bei Temperaturen zwischen 2 und lO'C, und wahrend einer Zeitdauer zwischen 1 und 100 Stunden, 

50 mehr bevorzugt wahrend 12 bis 48 Stunden, vorgenommen. Es hat sich gezeigt, daB derart niedrige Temperaturen 
die Spezifitat des Prozessierungsschrittes auBerst positiv beeinflussen, jedoch dauert auch die (vollstandige) De-Blok- 
kierungsreaktion bei tieferen Temperaturen entsprechend langer. Es ist zwar moglich, mit einer hohen Prozesslerungs- 
zeitdauer eine vollstandige De-Blockierung der entsprechenden Thioigruppen zu erzielen, es hat sich aber auch ge- 
zeigt, daB bei einer Behandlungsdauer zwischen 12 und 48 Stunden in der Regel 80 bis 90% dieser Thioigruppen de- 

55 blockiert sind, was fur viele Zwecke als ausreichend angesehen werden kann. Bei der industriellen Hersteiiung der 
erfindungsgemaBen Praparationen wird man daher immer zwischen dem zu erzielenden Nitrosierungsgrad und der 
Zeitdauer des Verfahrens abwagen mussen. 

Von entscheidender Bedeutung fur das erfindungsgemaBe Verfahren ist auch, daB der Nltrosierungsschrltt der 
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prozessierten Proteine unteraeroben Bedingungen vorgenommen wird, insbesondere, wenn mitsaurem Natriumnitrit 
gearbeitet wird. 

Die erfindungsgema3e Nitrosierung wird vorzugsweise mit einem Agens, ausgewahit aus HNO2, HNO, NOCI, 
NO+, RNO2, N2O3, N2O4, NO2- und NO-Radikal, und in einem sauren Medium durcligefuhrt. Auch organlsche NO- 

s Donoren l<6nnen erfindungsgemaB eingesetzt werden. 

Fur das Ausma3 der S-Nitrosierung entscheidend ist insbesondere die Art des verwendeten Nitrosierungsagens, 
auch das Verliaitnis des Agens bezogen auf Thiolgruppen-Gehalt des Proteins ist von Bedeutung. 

Urn den Grad an N-Nitrosierung nnoglichst gering zu halten, sollte die Nitrosierung nur mit einerr) relativ geringen 
UberschuB am entsprechenden Agens vorgenommen werden, bevorzugterweise wird das Agens fOr die Nitrosierung 

'0 bezogen auf Thiolgruppen-Gehalt des Proteins in einem Verhaltnis 0,5:1 bis 6:1, vorzugsweise in einem Verhaltnis 
von 1:1 bis 2:1 zugesetzt. Auch solfte die Zeitdauer der Nitrosierung moglichst knapp bemessen werden, da die S- 
Nitrosierung schneller ablauft als die N-Nitrosierung. Bevorzugterweise wird daher die Nitrosierung wahrend einer 
Zeitdauer von 2 IVIinuten bis mehrere Stunden, vorzugsweise 30 Minuten, bei einer Temperatur zwischen 15-30°C, 
vorzugsweise bei Raumtemperatur in einer waRrigen Losung bei pH 0,3 bis 3,5 am meisten bevorzugt bei pH 1,0 bis 

'5 3,0 vorzugsweise in saurem Bereich bis pH 5, Medium durchgefuhrl. 

Als Ausgangsmateriai fur das erfindungsgemal3e Verfahren l<.6nnen samtliche Arten von Proteinfraktionen ver- 
wendet werden, also insbesondere auch Blut, Plasma, Serum, eine Plasmafraktion Oder eine gereinigte Proteinpra- 
paration, aber auch Kulturuberstande oder entsprechende Extrakte. Falls jedoch Substanzen im Ausgangsmateriai 
enthalten sind, welche den Prozessierungs- oder den Nitrosierungsschritt negativ beeintrachtigen konnen, wie bei- 

20 spielsweise niedermolekulare Thiolgruppen-haltige Proteine, sollten diese vorzugsweise vorher abgetrennt werden. 
Bevorzugte Plasmaf raktionen sind solche nach der Cohn-Fraktionierung und insbesondere die Cohn II- und III- Fraktion 
Oder die Cohn IV-Fraktion. 

Im Rahmen des erfindungsgemaRen Verfahrens konnen auch eine ganze Reihe welterer Reinigungsschritte an 

beliebigen Punkten des Verfahrens vorgesehen werden. 
2S Eine bevorzugte Ausfuhrungsform des erfindungsgemaHen Verfahrens ist daher dadurch gekennzeichnet, da(5 

mindestens ein weiterer Reinigungsschritt, ausgewahit aus Fallung, Gelfiltration, Diafiltration, Ultrafiltration und chro- 
matographischer Reinigung, vorgesehen wird, Beispielsweise wird Albumin mittels einer lonenaustauschchromato- 
graphie gereinigt. 

Insbesondere kann vorgesehen werden, dal3 ein Reinigungsschritt nach der Prozessierung und/oder nach der 
30 Nitrosierung durchgef iihrt wird, so daB sich die dort eingesetzten Substanzen nicht gegenseltig beeinflussen und auch 
nicht in der fertigen Proteinpraparation vorhanden sind. \ferzugsweise wird dieser Reinigungsschritt In Form einer 
chromatographischen Reinigung, insbesondere mittels Gelpermeationschromatographie, durchgefuhrt. 

Um die Virussicherheit zu gewahrleisten, ist die erfindungsgemaBe Praparation hitzebehandelt, insbesondere ge- 
mal3 der EP 0 1 59 311 -A oder der EP 0 637 451 . GemaB einer bevorzuglen Ausfuhrungsform wird eine Hitzebehandlung 
35 bei Temperaturen um 60°C fur einen Zeltraum zwischen einer bis zehn Stunden durchgefuhrt. Zur Inaktivierung oder 
Abreicherung von ggfs. vorhandenden Pathogenen, insbesondere von Viren konnen eine Reihe weiterer physikali- 
scher, chemischer oder chemisch/physikalischer Verfahren durchgefuhrt werden Lediglich exemplarisch sollen hier 
aufgezahit werden eine Hydrolasebehandlung gemaB der EP 0 247 998-A eine Strahlenbehandlung, eine Nanofiltra- 
tion Oder eine Behandiung mitorganischen Losungsmittein und/'oder Tensiden, z B. gemaB der EP 0 131 740-A. Wei- 
40 tere geelgnete Virusinaktivierungsschritte bei der Herstellung der erfindungsgemaBen Praparate sind in der EP 0 506 
651 -A Oder in der WO 94/1 3329-A beschrieben. 

Die Behandiung zur Inaktivierung von Viren wird vorzugsweise bereits vor der Prozessierung durchgefuhrt, sie 
kann aber auch terminal, also anschlieBend an die Nitrosierung vorgenommen werden. 

Nach der Nitrosierung kann das erfindungsgemaBe Praparat in an sich bekannfer Weise zu einem pharmazeuti- 
45 schen Praparat aufgearbeitet werden. In der Regel halt man sich dabei an die Formulierungsvorschriften (siehe Phar- 
makopoe) f ur die nicht-nitrosierten Proteinpraparationen 

GemaB einem weiteren Aspekt betrifft die vorliegende Erfindung die Verwendung von Thioigruppen-haitigen Pro- 
teinen zur Herstellung einer nitrosierten pharmazeutischen Praparation fur verschiedene medizinische Verwendungen. 
Bevorzugte medizinische Verwendungen dieses erfindungsgemaBen Praparates umfassen die Hersteiiung einer 
50 Praparation zur Verbesserung der Perfusion bzw. Mikrozirkulation, vorzugsweise in vitalen Organen wie z.B. im Gehirn 
(zerebrale Ischamie), im Herz (Myokardinfarkt), in der Niere, in der Leber oder in den Extremitaten bzw. im Gesamt- 
organismus. Damit kann die erfindungsgemaBe Praparation allgemein zur Verhinderung bzw. Behandiung von Isch- 
amie und Reperfusionsschaden eingesetzt werden. Die erfindungsgemaBe Praparation ist auch zur Behandiung von 
Schock, insbesondere traumatischem, hypovolamischem bzw. hamorrhagischem oder neurogenem Schock geeignet. 
55 Die Praparation gemaB der vorliegenden Erfindung kann auf verschiedenen chirurgischen Gebieten verwendet 

werden, beispielsweise in der Transplantationschirurgie und bei alien chirurgischen Eingriffen mit nachfolgender Re- 
perfusion. Sie ist besonders zur Behandiung und/oder Prophylaxe einer Restenose nach /\ngioplastie geeignet. 
Die Praparation kann auch zur Behandiung und/oder Prophylaxe thrombotischer Zustande venwendet werden, d. 
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h. solcher, die mit einer BlutplattchenadhasionZ-aggregation verbunden sind. Bei einer bevorzugten Ausfuhrungsform 
kann der S-NO-Gewebsplasminogen-Aktivator als thrombolytisches Mittel verwendet werden. 

Ein weiterer Zweck der vorliegenden Praparation ist ihre Verwendung bei Bluthochdruck-Krisen. 

Die Praparation ist weiters zur Relaxierung der nicht-vaskularen, glatten Muskulatur, wie z.B. der glatten Musku- 
s latur der Luftwege, verwendbar. Dalier kann die Praparation gemal3 der vorliegenden Erfindung zur Beliandlung und/ 
Oder Propliylaxe von Atemwegserkrankungen verwendet werden. Sie kann aucli zur Diagnose und/oder Beliandlung 
von Erektionsstorungen des Mannes nutzlich sein. 

Die medizinische Praparation wird vorzugsweise in einer Dosis bereitgestellt, die maximal jener des nicht-nitro- 
sierten Proteins entsprlcht. 

10 EIn Vortell der erflndungsgemaRen nitrosierten Praparationan liegt auch darin, daR sle aufgrund ihres hohen S- 
Nitrosogehalts in geringeren Mengen verabreicht werden kann, als Praparationen mit einem wesentlich geringeren S- 
Nitrosogehalt. Von Bedeutung ist auch, daU die Abgabe der aktiven NO-Gruppe bei den erfindungsgema3 verwendeten 
Proteinen uber einen langeren Zeitraum erfolgt und insgesamt die Kinetik dieser Reaktion unter physiologischen Be- 
dingungen vorteilhaft Ist. 

1S Die zu verabrelchende Menge bzw. Dosis hangt von den Anforderungen des Patienten ab, beispielsweise von 

Parametern wie Blutdruck, Hematokrit, venoser Druckoder Albumin-Level und kann von Fall zu Fall recht unterschied- 
lich sein. Bei Erwachsenen betragt die empfohlene Dosis beispielsweise 20 bis 40 g pro Tag, bei Kindern liegt sie 
beispielsweise zwischen 0,3 - 0,6 g/kg Als untere Grenze wird 1 ^mol/kg empfohlen. FOrdle Plattchenaggregatlons- 
adhaslonshemmende Wirkung kann auch eine geringere Dosis verwendet werden. 

20 Selbstverstandllch konnen die erfindungsgemaBen Praparate auch fiir jegliche Indikatlon der nicht-nitrosierten 

Proteine verwendet werden, da ihre physiologische Wirkung trotz Nitrosierung erhalten bleibt. Zusatzlich jedoch stellen 
Zustande, welche das Zurverftigungstellen eines erhohten NO-Gehaltes erfordern, bevorzugte Indikationen fiir die 
erfindungsgemaBen Praparate dar 

Die vorllegende Erfindung wird an Hand der Beispiele sowie der Zelchnungsfiguren, auf die sie jedoch nicht be- 

2S schrankt sein soil, naher eriautert. 
Es zeigen: 

Fig. 1 : die S-Nitrosogradbestimmung mit HPLC/Savllle-Reaktion; 
Fig 2: die S-Nitrosogradbestimmung mite=3869 M-icm-i bei A^335 nm. 
30 Fig 3: S-Nitrosogradbestimmung von S-blocklerten Albumin. 

Belsplel 1 : 

Herstellung einer S-nilroslerten menschlichen Serumalbuminpraparation ohne Prozessierung 

35 

Als Ausgangsmaterlal wurde hitzelnaktlviertes Human Albumin 20% (Handelsname) der Firma I MMUNO AG, Wien 
verwendet. Die Nitrosierung des Albumins wurde mit einem 12-fachen molaren UberschuB an NaNOg in 0,2 mol/l HCI 
fur eine Zeitdauer von 30 Minuten bei Raumtemperatur im ansonsten unveranderten Medium des Handelsproduktes 
durchgefuhrt, AnschlieBend wurde mit 1 M NaOH neutralisiert. Zur Abtrennung unerwiinschter Reaktanten wurde eine 
40 praparative Gelpermeatlonschromatograple unter Verwendung eInes Toyopearl TSK HW 40 (F) Gels durchgefuhrt. 
Die Elution erfolgte mit bldestllllertem Wasser bei 4°C. Das nitroslerte Albumin kann lyophlllsiert werden. Der S-Nltro- 
sograd wurde wie In Belsplel 3 beschrleben bestimmt und betragt 25%. 

Belsplel 2: 

45 

Herstellung einer S-nitroslerten menschlichen Serumalbuminpraparation nach Prozessierung 

Als Ausgangsmaterlal wurde hitzelnaktlviertes Human Albumin 20% (Handelsname) der FIrma IMMUNO AG, WIen 
verwendet. 

50 

a) Prozessierung: 

Das Ausgangsmaterlal wurde mit einem 1 0- bis 20-fachen molaren UberschuB an p-Mercaptoethanol in einem 
Phosphatpuffer, bestehend aus 50- 100 mM Natrlumphosphat, 0,1 - 0,2 mM EDTA, 150 mM NaCI, versetzt und 

mit HCI auf pH 6,0 bis 6,2 eingestellt und fur einen Zeitraum zwischen 12-48 Stunden bei 4°G unter AusschluB 
S5 von Sauerstoff in Stickstoff-Atmosphare inkubiert. Dadurch konnte ein wesentlicher Tell der Im Ausgangsprodukt 

in einem AusmaB von bis zu 80% vorhandenen gemischten, intermolekularen Disulfide reduzlert werden. Der 
Nachweis freier Thiolgruppen erfolgte mittels Ellmann-Reaktion (slehe Belsplel 3). 
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b) Die Reinigung erfolgt wie in Beispiel 1 . 

c) Nitrosierung: 

Die Nitrosierung des prozessierten und gereinigten Albumins wurde mil NaNOg (1:1 bis 1:1,5: frel verfugbare 
5 Thiolgruppen zu NOg") in 0,2mol/l HCIbeipH 1,5-2,5fureineZeitdauervon 15-30l\^inuten bei Raumtemperatur 

durcligefuhrt. AnschlieRend wurde mit 1 1^ NaOH neutralisiert. 

d) Die Reinigung erfolgt wie in Beispiel 1 . 

Anschliel3end wurde das gereinigte S-Nltroso-Albumin lyophilisiert. Der S-Nltrosograd wurde wie In Beispiel 
10 3 beschrieben bestlmmt und betragt 63%. 

Beispiel 3: 

S-Nltrosogradbestlmmung mit HPLC unter Verwendung der Saville-Reaklion mit zunehmender Konzentratlon von Ni- 
15 troslerungsagens 

Die Methode baslert auf dem Prinzip der Abtrennung des Proteins vom liberschussigen Nitrosierungsagens und 
den Puffersubstanzen mittels einer Gelpermeatlonssaule (Toyopearl TSK HW-40-S). Anschlie3end wird die Savllle- 
Reaktion in eIner Nachsaulenderivatlsierung durchgefuhrt (Saville B., Analyst \fel. 83, 1958, p 670-672). Dabel erfolgt 
20 eine selektive Abspaltung der NO-Gruppe vom RS-NO durch Hg2+. SImultan wird eine Farbreaktion mit dem entstan- 
denen NItrit bei 541 nm detektlert. 

Die Cliromatogramme stellen Nltroslerungen von Protein, Im spezlellen von HSA, mit zunelimender molarer Kon- 
zentratlon von Agens zu Protein (siehe Figur 1: a) 0,1; b) 0,5; c) 1; d) 2; e) 6; f) 12 und g) 0) dar. Die angefuhrten 
Prozentsatze sind, nach dem Saville-Prinzip, die tatsachllchen S-Nitrosierungsgrade am Protein. Der zweite Peak im 
25 jewelllgen Chromatogramm resultiert vom uberschussigen Nitrosierungsagens, im spezlellen vom NOgv 

Belsplei 4: 

Bestimmung des S-Nltrosierungsgrades einer im Stand derTechinlkbeschriebenen Praparatlon im Vergleich mit einer 
30 erfindungsgemaBen Praparatlon 

Eine S-Nltroso-Humanalbuminpraparatlon wurde gemal) Stamler et al. fiergestellt und mit einer erfindungsgemaf) 
hergestellten Praparation (sietie Beispiel 2) verglichen. 

Dabel wurde zunachst der S-Nltrosierungsgrad mittels des Extinktlonskoeffizienten e=3869 M-icm""' bei 335 nm 
55 fur S-Nltrosotliiole bereclinet. Es zelgte sich, da3 sicfi mit dieser Bestimmungsmethode filr das Produkt gemalB dem 
Stand der Teclinik ein S-Nitrosograd von 90% gegenuber nur 25% filr das erfindungsgemaBe Produkt bestlmmen lieB. 
Erst mit elnem 12-factien NitrosierungsagensuberschuB konnte nach dem Verfahren von Stamler eln mittels e be- 
stlmmter angebiicher NItroslerungsgrad von 90% erreicht werden. 

40 Fur beide Produkte ist das Verhaltnis von freien SH-Gruppen pro Mol Protein vor der Nitrosierung mittels des Ellmann 

(Ellmann G. L., Arch. Biochem. Biophys. 82, 70, 1958) bestlmmt worden, wobei sich gezelgt hat, da(3 fur das im 
Stand der Technikbeschrlebene Produkt erwarteteWerte um25%festgestelltwurden, wohlngegenfurdasprozessierte 
erfindungsgemaBe Produkt nach einer etwa 12-stundlgen Prozessierung gemaB Beispiel 2a mit P-Mercaptoethanol 
45 bei 4°C bereits 65 - 80% der in der Praparation vorhandenen potentleii freien Thiolgruppen berelts frei waren. 

SchlleBiich ergab die Bestimmung des S-Nitrosogrades mittels HPLC unter Verwendung der Savllle-Reaktion (sie- 
he Beispiel 3), welche sich als auBerst spezifisch fur die S-Nitrosobindung herausgestellt hat, daB belm im Stand der 
Technik beschrlebenen Produkt nur ca. 20 - 30% aller potentlellen NItroslerungsstellen besetzt waren, wohlngegen 
belm erfindungsgemaBen Produkt zwischen 60 und 75% der "freien" SH-Gruppen nitroslerbar sind bzw. nitroslert wa- 
50 ren. 

Eine zusammenfassende Darstellung der Ergebnisse Ist aus Tabelle 1 ersichtllch. 
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TABELLE 1 
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Beispiel 5: 

30 

Vergleich der Nitrosogradbestimmung (gemalJ Stamler et al.) mit der HPLC/Saville-Reaktionsbestimmung bei va- 
riierendem Uberschu3 an Nitrosierungs-Agens 

Eine Humanserumalbuminpraparation wurde gemaR Beispiel 2 mit 0,5-, 1-, 2-, 6- und 12-facliem molarem Uber- 
schuB erfindungsgemaB nitrosiert und der S-Nitrosograd ansclilieBend sowohl mit der Metlnode gemaB Stamler et al. 
35 gemessen (mit e=3869 l^-^cm-i bei X=335 nm) und paraiiei dazu der S-Nitrosograd mittels HPLC/Saville-Real<tion 
belegt. 

Es zelgte sictn, da(3 mittels der spei<troskopischen Bestimmungsmethode gemaB Stamler et al., fiir den 1-, 2-, 6- 
und 1 2-faclien UberschuB jeweiis unterschiedliche S-Nitrosograde der Praparationen bestimmt werden Iconnten (20%, 
39%, 69% und 111%), wohingegen der Wert des mittels HPLC bestimmten S-Nitrosierungsgrades bei samtliclien Re- 
40 aktlonen zwischen 60 und 65% lag. 

Die Ergebnisse sind zusammenfassend in Tabeiie 2 sowie in den Figuren 1 und 2 dargestellt. 



TABELLE 2 

45 
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ss Diese Ergebnisse zeigen die Unbrauclibarkeit der Methodik zur S-Nitrosogradbestimmung, wie sie im Stand der 

Technik gemaB Stamler et al. und Hallstrbm et al. venwendet worden ist. Folglich haben die dort angegebenen S- 
Nltrosierungsgrade nicht 85 Oder 90 - 95%, sondern liegen lediglich in der GroBenordnung zwischen 25 - 37%. 
Zum Vergleich ist in in Figur 3 die spektrophotometrische Bestimmung des Nitrosierungsgrades eines modifizierten 
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humanen Serumalbumins, beidemdiefreieThiolgruppe (Cys34) durch Carboxymelhylierung chemisch blockiert wur- 
de, dargestellt. Die Nitrosierung erfolgte mit steigender molarer Konzentralion an Nitrosierungsagens zu Protein (a) 
0; b)1;c) 6; d)12und e)20). 

Mittels der HPLC-Naclisaulenderivatisierungsmethode Itonnte keine S-Nitrosierung nachgewiesen werden (S-Ni- 
5 trosierungsgrad < 1%). 



Patentanspruche 

'0 1. Stabile, virussichere pharmazeutische Praparation umfassend Thiolgruppen-haltige Proteine, welche hitzebehan- 

delt und prozessiert sind, sodaR mindestens 40% der Tliiolgruppen nitrosiertar sind. 

2. PPiarmazeutisclie Praparation nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeidinet, da(B die Proteine liumane Proteine sind, 
insbesondere Proteine ausgewalilt aus Albumin, Orosomucoid, Plasminogen Aktivator, insbesondere t-PA, Fibri- 

'5 nogen, Lys-Plasminogen, Hamoglobin oder eine Mischung davon. 

3. Pharmazeutische Praparation nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, da(3 die Thiolgruppen dieser 
Proteine zu mindestens 60%, vorzugsweise zu 65 bis 95%, insbesondere zu 70 bis 90% nitrosiert sind. 

20 4. Pharmazeutische Praparation nach einem der AnsprOche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daR humanes S-NI- 

trosoalbumin und Hamoglobin enthalten sind. 

5. Pharmazeutische Praparation nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet^ da(3 der N,0,C-Nitro- 
sierungsgrad der Proteine in der Praparation unter 30%, vorzugsweise unter 20%, insbesondere unter 1 0% liegt. 

2S 

6. Pharmazeutische Praparation nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB die Thiolgruppen- 
haltigen Proteine in gereinigter Form, vorzugsweise in einem Antell von zumindest 80%, insbesondere von zu- 
mindest 90%, am Gesamtprotein vorliegen. 

30 7. Pharmazeutische Praparation nach einem der Anspruche 3 bis 6, dadurch gekennzeichnet, da3 sie eine Stabilitat 
entsprechend einer in vivo-Halbwertszeit von wenigstens 20 Minuten, vorzugsweise mindestens 40 Minuten bis 
2 Stunden aufwelst. 

8. Pharmazeutische Praparation nach einem der Anspruche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, da3 sie in gefrorener 
35 Oder lyophilisierter Form vorliegt. 

9. Verfahren zur Herstellung einer pharmazeutischen Praparation nach einem der Anspruche 1 bis 8, gekennzeichnet 
durch die folgenden Schritte 

40 . Hitzebehandein einer Zusammensetzung umfassend Thiolgruppen-haltige Proteine 

Bereitstellen und Prozessieren der Proteine, sodaB mindestens 40% der Thiolgruppen nitrosierbar sind 
ggfs. Nitrosieren der Thiolgruppen der prozessierten Proteine in der Zusammensetzung. 

10. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dal3 die Prozessierung durch eine reduktive Behandlung 
45 vorgenommen wird, 

11. Verfahren nach Anspruch 9 oder 10, dadurch gekennzeichnet, da3 die Prozessierung durch Behandein der Pro- 
teine mit einem Reduktionsmlttel, bevorzugt mIt einer Monothiolgruppen-haltlgen Verblndung, Insbesondere mit 
P-Mercaptoethanol, vorgenommen wIrd. 

50 

12. Verfahren nach einem der Anspruche 9 bis 11 , dadurch gekennzeichnet, daB die Prozessierung bei einer Tempe- 
ratur unter 20°C, vorzugsweise bel Temperaturen zwischen 2 und 10°C, und wahrend einer Zeltdauer zwischen 
einer und 100 Stunden, vorzugsweise zwischen 12 und 48 Stunden, vorgenommen wIrd. 

55 13. Verfahren nach einemder Anspruche 9 bis 12, dadurch gekennzeichnet, da(3 Plasma, Serum, eine Plasmafraktlon 
Oder eine gereinigte Proteln-Praparation bereltgestellt werden. 



14. Verfahren nach einem der Anspruche 9 bis 1 3, dadurch gekennzeichnet, daB mindestens ein weiterer Relnlgungs- 
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schritt ausgewahit aus Fallung, Gelfiltration, Ultrafiltration und cliromatographische Reinlgung vorgesehen wird. 

15. Verfahren nach einem der Anspruche 9 bis 14, dadurch gel<ennzeichnet, daB mindestens ein Reinigungsschritt, 
vorzugsweise eine chromatographische Reinigung, nacli der Prozessierung und/oder nach der Nitrosierung durch- 
gefuhrt wird. 

16. Verfaliren nacin einenn der Ansprucfie 9 bis 15, dadurcli geltennzeiclinet, daB die Nitrosierung unter aeroben Be- 
dlngungen mit einem Agens, ausgewahit aus HNOg, HNO, NOCI, NO+, RNOg, NgOj, N2O4, NOg- und NO-Radikal, 
in einem sauren Medium durchgefuhrt wird. 

17. Verfahren nach einem der Anspruche 9 bis 16, dadurch gelcennzeichnet, dal3 das Agens fur die Nitrosierung be- 
zogen auf Thiolgruppen-Gehalt des Proteins in einem Verhaltnis von 0,5:1 bis 6:1, vorzugsweise in einem Ver- 
haltnis von 1:1 bis 2:1 , zugesetzt wird. 

18. Verwendung von Thiolgruppen-haltigen Proteinen zur Herstellung einer Preparation nach einem der Anspruche 
3 bis 8 zur Verbesserung der Perfusion bzw. l\^ikrozirkulation. 

19. Verwendung von Thiolgruppen-haltigen Proteinen zur Herstellung einer Preparation nach Anspruch 18 zur Ver- 
besserung der Perfusion bzw. IVIikrozirkulation im Gehirn (vorzugsweise bei zerebraler Ischamie), im Herz (vor- 
zugsweise bei Myokardinfarkt), in der Niere, in der Leber und in den Extremitaten. 

20. Verwendung von Thiolgruppen-haltigen Proteinen zur Herstellung einer Preparation nach Anspruch 18 zur Be- 
handlung von Schock, insbesondere traumatischem Schock. 

21. Verwendung nach einem der Anspruche 18 bis 20, dadurch gekennzeichnet, daB die Preparation in einer Dosis, 
die maximal jener des nicht nitrosierten Proteins entspricht. 
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FIG. 3 
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